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Введение
Роль РНК-содержащих вирусов в патологии

человека сложно переоценить, в эту группу отно-

сят более десяти вирусных семейств, представи-

тели которых вызывают случаи заболеваний с тя-

жёлыми формами инфекционного процесса.

Изучение флавивирусов необходимо для реше-

ния фундаментальных и прикладных вопросов

вирусологии, таких как лабораторная диагности-

ка, создание живых ослабленных вакцин и проти-

вовирусных препаратов нового поколения. Вирус

клещевого энцефалита относится к роду Flavivirus
семейства Flaviviridae. Род Flavivirus включает

около 80 различных видов вирусов, многие из ко-

торых являются патогенными для человека. Это

вирус Зика, широко распространённый в Южной

и Центральной Америке, вирусы Западного Нила

и жёлтой лихорадки, циркулирующие в тропиче-

ской Африке, вирус лихорадки Денге — в Азии,

вирус японского энцефалита — на Дальнем Вос-

токе и другие [1].

В настоящее время ведется активный поиск новых противовирусных веществ. Цель работы — выявление ингибирующей ак-
тивности препарата эпросартан в сравнении с рибавирином in vitro и in vivo по отношению к вирусу клещевого энцефалита.
Установлено значение половинной максимальной цитотоксической концентрации (CC50) для эпросартана (8,8±1,2 мг/мл) и
рибавирина (1,074±0,16 мг/мл). Для получения среднеэффективной вирусингибирующей концентрации (IC50) препаратов
использовали данные ИФА. С помощью нелинейного регрессионного анализа показателей процента антиген положительных
проб получены значения IC50 изучаемых веществ, которое для эпросартана при лечебной схеме составило 0,64±0,23 мг/мл.
Селективный индекс (SI) или химиотерапевтический индекс (ХТИ) составил 13,7. IC50 рибавирина составила
0,0067±0,0015 мг/мл, SI или ХТИ равен 160. На культуре клеток СПЭВ подавление репродукции вируса ��2,0 log
TCID50 происходило под действием эпросартана при концентрациях 1,2–3,0 мг/мл (лечебная схема), рибавирина —
0,2 мг/мл (профилактическая схема) и 0,2–0,0125мг/мл (лечебная схема). На модели in vivo пробы с эпросартаном (1,5
и 0,6 мг/мл) по сравнению с контролем вируса показали увеличение выживаемости мышей до 50 и 20% и, соответствен-
но, увеличение СПЖ на 5,2 и 2,1 дней. Пробы с рибавирином (0,05 и 0,025 мг/мл) увеличивали выживаемость мышей на
60 и 40% и, соответственно, увеличивали СПЖ на 7,3 и 4,8 дней. Полученные данные позволяют наряду с рибавирином
рекомендовать препарат эпросартан в качестве активного средства против вируса КЭ.

Ключевые слова: вирус клещевого энцефалита, эпросартан, рибавирин, противовирусная активность.

Active search for new antiviral substances is currently underway. The purpose of this work is to identify the inhibitory activity of
eprosartan medication in comparison with ribavirin in vitro and in vivo in relation to tick-borne encephalitis virus. The value of the
half the maximum cytotoxic concentration (CC50) for eprosartan (8.8±1.2 mg/ml) and ribavirin (1.074±0.16 mg/ml) was estab-
lished. To obtain a medium effective virus-inhibiting concentration (IC50) of the medications, EIA data were used. Using nonlinear
regression analysis of the percentage of antigen positive samples, IC50 values of the studied substances were obtained, which for
eprosartan was 0.64±0.23 mg/ml in the treatment regimen. The selective index (SI) or chemotherapeutic index (CTI) was 13.7.
The IC50 of ribavirin was 0.0067±0.0015 mg/ml, SI or CTI was 160. The suppression of viral reproduction ��2.0 log TCID50

occurred in PEK cell culture under the influence of eprosartan at concentrations of 1.2–3.0 mg/ml (treatment regimen), under the
influence of ribavirin — 0.2 mg/ml (prophylactic regimen) and 0.2–0.0125 mg/ml (treatment regimen). Samples with eprosartan
(1.5 and 0.6 mg/ml) showed an increase in survival of mice by 50% and 20% compared with the virus control group in the in vivo
model and, accordingly, an increase in average life expectancy of 5.2 and 2.1 days. Samples with ribavirin (0.05 and 0.025 mg/ml)
increased the survival of mice by 60% and 40% and, accordingly, increased the life expectancy by 7.3 and 4.8 days. The data
obtained allow recommending eprosartan as an active agent against tick-borne encephalitis virus along with ribavirin.

Keywords: tick-borne encephalitis virus, eprosartan, ribavirin, antiviral activity.
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Клещевой энцефалит (КЭ) — опасная при-

родно-очаговая инфекция, характерная для лес-

ной зоны Eвразийского континента. В Россий-

ской Федерации эта инфекция имеет распростра-

нение от Балтийского побережья до берегов Ти-

хого океана [2–4]. Благодаря колоссальному

сходству принципов организации геномов и вы-

сокой структурно-функциональной консерва-

тивности белков-мишеней вирусов этого рода и

семейства, полученные фундаментальные и при-

кладные знания о вирусе КЭ можно с увереннос-

тью экстраполировать на всех представителей ро-

да Flavivirus и на некоторых из семейства

Flaviviridae. Ограниченный выбор специфичес-

ких препаратов против вируса КЭ и других фла-

вивирусов определяет актуальность поиска но-

вых средств терапии этой болезни [5]. 

Цель работы — выявление ингибирующей ак-

тивности препарата эпросартан в сравнении с ри-

бавирином in vitro и in vivo по отношению к виру-

су клещевого энцефалита.

Материал и методы
Использовали таблетки Теветен, содержащие 600 мг дей-

ствующего вещества эпросартан, производитель Майлан

Лэбораториз САС, Франция. Исходный раствор (60 мг/мл)

был приготовлен в диметилсульфоксиде (ДМСО) (ПанЭко,

Москва), затем разведение его делали на среде 199.

Использовали капсулы Рибавирина, содержащие в каж-

дой капсуле 200 мг действующего вещества рибавирин, произ-

водитель ЗАО «Вертекс», Россия, г. Санкт-Петербург. Исход-

ный раствор (100 мг/мл) был приготовлен в диметилсульфок-

сиде (ДМСО) (ПанЭко, Москва), затем разведение его делали

на среде 199.

Клетки и вирус. Использована клеточная линия почек эм-

бриона свиней (СПЭВ), которую культивировали на среде 199

(производитель ООО НПП «ПанЭко»), содержащей 10% эмб-

риональной бычьей сыворотки (производитель Hy Clone®

South American original). Для проведения экспериментов клет-

ки культуры СПЭВ высевали на 96-луночные микропланше-

ты и инкубировали при 37°C в присутствии 5% CO2. Опыты

проводили на односуточной культуре клеток.

В работе использовали штамм Dal'negorsk (Dal') вируса

КЭ, выделенный из мозга пациента, умершего от КЭ. При

изучении биологических свойств штамм был охарактеризован

как высоковирулентный, по данным полногеномного секве-

нирования, отнесён к типичным представителям ВКЭ даль-

невосточного субтипа и зарегистрирован в GeneBank

№FJ402886 [6]. Для проведения экспериментов после предва-

рительного титрования готовили исходный запас штамма ви-

руса КЭ, который хранили при -70°С. Во всех модельных схе-

мах исследований клетки СПЭВ инфицировали вирусом КЭ

при множественности инфекции (MOI 0,01 TCID50/кл).

Анализ цитотоксичности вещества (СС50) in vitro. Цитоток-

сическую активность вещества определяли с использованием

анализа МТТ. На односуточный монослой клеток в 96-луноч-

ных микропланшетах наносили различные концентрации ве-

щества в 3 повторах. Обработанные клетки инкубировали с

веществом в течение 4 сут при 37°С с последующим добавле-

нием в каждую лунку по 15 мкл раствора МТТ (метилтиазо-

лилтетразолия бромида) в концентрации 5 мг/мл и инкубиро-

вали в течение 2 ч при 37°C. Затем добавляли изопропиловый

спирт, подкисленный 0,4М HCl (150 мкл/лунку). Оптическую

плотность (ОП) измеряли на 96-луночном ридере (Labsystems

Multiscan RC, Финляндия) при длине волны 540 нм. Жизне-

способность клеток оценивали как СС50=ОП опыта/ОП кле-

точного контроля �100%. 

Модельные схемы экспериментальных исследований меха-
низмов действия вещества. 

Внеклеточное вирулицидное действие: равное количество

выбранных доз вещества и ВКЭ соединяли (контакт 2 ч), сме-

сью заражали монослой клеток СПЭВ, через 1 ч контакта

трижды отмывали и заливали поддерживающей средой без

сыворотки.

Профилактическое действие: разными дозами вещества

заливали монослой клеток СПЭВ, через 2 ч контакта вещест-

во убирали и добавляли ВКЭ, через 1 ч монослой отмывали и

заливали поддерживающую среду.

Прямое антивирусное действие: монослой клеток заража-

ли ВКЭ и одновременно добавляли вещество, через 1 ч отмы-

вали и заливали поддерживающую среду.

Внутриклеточная ингибиция: монослой клеток заражали

ВКЭ, через 1 ч отмывали и добавляли вещество, приготовлен-

ное на поддерживающей среде.

Каждую пробу исследовали в 4 повторах на 96-луночном

планшете. Культуральную жидкость опытных проб собирали

через 48 ч в один сток из 4 лунок. Дальнейшие исследования

по определению ингибиции ВКЭ проводили следующими ме-

тодами: определение ОП в ИФА, определение титра вируса по

цитопатическому действию (ЦПД). Проверку инфекциознос-

ти отдельных проб проводили на модели беспородных белых

мышей (16–18 г) путём подкожного заражения по 0,2 мл (10 экз.

на каждую точку).

Статистический анализ. Для расчёта половины макси-

мальной цитотоксической концентрации (CC50), а также по-

ловинной максимальной ингибирующей концентрации (IC50)

тестируемых соединений использовали программное обеспе-

чение Graph Pad Prism для Windows, версия 7 (Graph Pad

Software Inc., Сан-Диего, Калифорния, США). Данные ана-

лизировали с помощью нелинейного регрессионного анализа.

Значение индекса селективности (SI) определяли как от-

ношение CC50 к IC50.

Результаты и обсуждение
Токсичность эпросартана и рибавирина изме-

ряли с помощью анализа МТТ относительно кле-

ток СПЭВ. Установлено, что значение половинной

максимальной цитотоксической концентрации

(CC50) для эпросартана составило 8,8±1,2 мг/мл,

для рибавирина — 1,074±0,16 мг/мл. Получено, что

рибавирин в 8 раз токсичнее эпросарана. Установ-

ленные, а также меньшие концентрации веществ

не цитотоксичны и могут хорошо переноситься

клетками СПЭВ.

Для получения среднеэффективной вирусин-

гибирующей концентрации (IC50) препаратов ис-

пользовали данные ИФА. Получены показатели

оптической плотности (ОП) антигена ВКЭ при

разных модельных схемах эксперимента с разны-

ми концентрациями вещества. В таблице показа-

на ингибирующая активность обоих веществ, ко-

торая выявлена только в четвертой опытной схеме

(внутриклеточная ингибиция вируса или условно

при лечебной схеме применения препаратов).

С помощью нелинейного регрессионного

анализа показателей процента антиген положи-

тельных проб получены значения IC50 изучаемых

веществ. Среднеэффективная вирусингибирую-

щая концентрация эпросартана при лечебной
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схеме составила 0,64±0,23 мг/мл.

Исходя из этих данных, получен се-

лективный индекс (SI) или химиоте-

рапевтический индекс (ХТИ), кото-

рый составил 13,7.

Среднеэффективная вирусинги-

бирующая концентрация рибавири-

на при лечебной схеме составила

0,0067±0,0015 мг/мл. Исходя из этих

данных, получен SI или ХТИ, кото-

рый равен 160.

Выявление неингибированного

вируса КЭ с помощью титрования

этих проб на культуре клеток СПЭВ

показало, что подавление репродук-

ции вируса �2,0 log TCID50 проис-

ходило под действием эпросартана

при концентрациях 1,2–3,0 мг/мл

(лечебная схема), рибавирина —

0,2 мг/мл (профилактическая схе-

ма) и 0,2–0,0125 мг/мл (лечебная

схема). На модели in vivo получены

данные по сравнительному дейст-

вию на вирус КЭ исследуемых пре-

паратов (рисунок).

Пробы с эпросартаном (1,5 и

0,6 мг/мл) по сравнению с контро-

лем вируса показали увеличение вы-

живаемости до 50 и 20% и, соответ-

ственно, увеличение жизни живот-

ных на 5,2 и 2,1 дней. Пробы с риба-

вирином (0,05 и 0,025 мг/мл) увели-

чивали выживаемость на 60 и 40% и,

соответственно, увеличивали жизнь

животных на 7,3 и 4,8 дней. Резуль-

таты in vivo подтвердили данные ис-

следований in vitro, полученные в

ИФА, и по титрованию неингиби-

рованного вируса на культуре кле-

ток СПЭВ (таблица). 
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Противовирусная активность эпросартана и рибавирина по отношению к вирусу клещевого энцефалита при

модельной схеме эксперимента — внутриклеточная ингибиция

Вещества Концентрация, ИФА Титрование вируса в пробах
мг/мл Показатель ОП антиген + Титр вируса Подавление Ки, %

антигена ВКЭ пробы (%) log TCID50±SD репродукции
вируса �� logTCID50

Эпросартан  3,0 0,2 2,3 0 5,5 100

1,5 0,2 2,4 0 5,5 100

1,2 1,9 27,8 3,0±0,1 2,5 45,4

0,6 6,5 91,3 4,5±0,2 1,0 18,1

Рибавирин 0,2 0,21 2,9 0 5,5 100

0,1 0,23 3,2 1,0±0,1 4,5 81,8

0,05 0,26 3,6 1,5±0,2 4,0 72,7

0,025 0,4 5,6 2,0±0,2 3,5 63,6

0,0125 1,5 21,1 3,0±0,2 2,5 45,4

0,0075 5,3 74,6 4,5±0,3 1,0 18,1

Контроль репликации 7,1 5,5±0,3

вируса спустя 48 ч после

заражения клеток

Показатели инфекциозности проб in vivo при эксперименталь�

ной схеме — внутриклеточная ингибиция вируса клещевого эн�

цефалита под действием эпросартана и рибавирина:

a — динамика гибели животных, срок наблюдения 21 день; b — cте�
пень выживаемости (%) и средней продолжительности жизни (СПЖ)
белых мышей, зараженных пробами с препаратами эпросартан и ри�
бавирин, ингибирующими вирус КЭ. 



В настоящих исследованиях мы руководст-

вовались правилами проведения доклиничес-

ких исследований лекарственных средств [7], а

также опытом подобной работы, проведённой

нами ранее [8, 9].

В медицинской практике в числе противови-

русных препаратов используют структурные ана-

логи природных нуклеозидов, таких как ацикло-

вир, рибавирин, которые демонстрируют высо-

кую противовирусную активность. Известно, что

рибавирин (синтетический аналог нуклеозидов

1-b-D-рибофуранозил-1,2,4-триазол-3-карбок-

самид) характеризуется широким спектром про-

тивовирусного действия в отношении ДНК- и

РНК-содержащих вирусов. Отмечено ингибиру-

ющее действие этого препарата на репликацию

ряда флавивирусов в различных клеточных куль-

турах [10, 11]. При этом исследователи [12, 13]

считают, что противовирусная активность риба-

вирина может быть обусловлена ингибицией

фермента инозинмонофосфат дегидрогеназы

клеток хозяина, который снижает внутриклеточ-

ные запасы гуанозинтрифосфата, в результате че-

го опосредованно угнетается синтез нуклеиновых

кислот вируса с последующим нарушением его

транскрипции. 

Полученные выше результаты при высокой

дозе рибавирина (0,2 мг/мл) в профилактической

модельной схеме косвенно указывали на приоб-

ретённые качественные изменения ферментатив-

ной активности клеток СПЭВ, которые могли

оказать негативное влияние на синтез нуклеино-

вых кислот вируса (Ки=54,5%). Прямое угнетаю-

щее действие рибавирина на активность полиме-

разы вируса КЭ показано в опытах четвёртой мо-

дельной схемы, результаты которой непосредст-

венно свидетельствовали о внутриклеточной ин-

гибиции вируса. 

Выбор другого препарата с активно действую-

щим веществом эпросартан был основан на ис-

следованиях творческой группы специалистов

[14], которые, используя конвейер виртуального

скрининга, сконструировали структуры протеазы

NS3 и полимеразы NS5 вируса Зика, представи-

теля рода Flavivirus. Авторы показали, что неко-

торые из обнаруженных лигандов продемонст-

рировали тесное сродство к уязвимым сайтам в

обоих белках. Препарат против гипертонии эп-

росартан вошёл в число такого выбранного ли-

ганда. На основе предыдущих исследований па-

тогенных свойств вируса КЭ было определено,

что уязвимый сайт NS3 полимеразы расположен

между белком NS3 и кофактором NS2B [6, 15].

Результаты расчётов виртуального скрининга

структуры протезы NS3 и полимеразы NS5 ви-

руса Зика [14] показали возможность экстрапо-

лировать их для вируса КЭ и, очевидно, для дру-

гих представителей вирусов рода Flavivirus. На

основании этих расчётов эпросартан был ис-

пользован нами для изучения его ингибирую-

щей активности против высоковирулентного

штамма вируса КЭ в сравнении с известным и

хорошо изученным противовирусным препара-

том рибавирин для многих РНК- и ДНК-пато-

генных вирусов. Результаты комплексного ис-

следования in vitro и in vivo действия препаратов

эпросартан и рибавирин на вирус КЭ наглядно

продемонстрировали внутриклеточную ингиби-

цию репликации вируса. Несмотря на то что

противовирусная активность рибавирина была

выше более чем в 10 раз (ХТИ=160) по сравне-

нию с эпросартаном (ХТИ=13,7), этот изучен-

ный препарат можно отнести к числу перспек-

тивных ингибиторов вируса КЭ. 

Заключение
Представленные данные позволяют наряду с

рибавирином рекомендовать препарат эпросар-

тан в качестве ингибирующего средства против

вируса КЭ. Для получения комплексного пред-

ставления о противовирусной активности препа-

рата целесообразно продолжить исследования с

использованием низковирулентного штамма ви-

руса КЭ, что позволит обосновать эффективность

поиска противовирусных препаратов методом

молекулярного моделирования. Подбор и приме-

нение химических соединений, ингибирующих

репликацию вирусов и идентифицированных на

основе методов молекулярного моделирования,

представляют современное направление в поиске

эффективных противовирусных препаратов. 
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